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基础 研究 


埃 北 蛋 日 477 位 酪 氨 酸 的 磷酸 化 在 神经 生长 因子 前 体 促进 乳 甩 
癌 细 肥 侵 袭 中 起 关键 作用 


Fiat RLA, E 芮 !', 于 晓 然 '!, 温 桥 生 !', 余 粹 林 ?, 能 静波 ! 
! 南 方 医科 大 学 基础 医学 院 细 胞 生物 学 教研 室 , 广 东 广州 $S10515; ?国立 癌症 研究 所 肿瘤 生物 与 遗传 实验 室 ， 
国立 卫生 研究 院 , 蕊 里 兰州 贝 塞 斯 达 市 美国 


摘要 :目的 研究 神经 生长 因子 前 体 (precursor of nerve growth factor, proNGF ) 促 进 乳 腺 癌 细 胞 侵 秦 的 作用 与 埃 兹 蛋白 (ezrin) 
表达 水 平 及 其 567 位 苏 氨 酸 (Thr567) 和 477 位 酷 氨 酸 (Tyr477) 的 磷酸 化 的 相互 关系 。 方 法 用 梯度 浓度 的 proNGF(0.2.5.5 和 
10 ng/mL) 刺 激 人 乳腺 癌 细 胞 系 MDA-MB-231 和 MCF-7, 用 Transwell 侵 袭 实验 检测 proNGFE 对 MDA-MB-231 和 MCF-7 侵 化 
的 影响 ;用 免疫 印迹 法 检测 ezrin 和 蛋白 的 表达 水 平 ,ezrin Thr567 和 ezrin Tyr477 磷酸 化 水 平 的 变化 ;在 MDA- MB-231 中 转 染 
pEnter-His-ezrinY477F 质 粒 (ezrin 显 性 负 突变 质粒 ) ,研究 ezrin Tyr477 磷 酸化 在 proNGF 促 进 乳 腺 瘤 细 胞 侵袭 中 的 作用 。 结 果 
proNGF 以 浓度 依赖 的 方式 促进 MDA-MB-231 和 MCF-7 的 侵袭 (P<0.05);proNGEF 以 浓度 依赖 和 时 间 依 赖 的 方式 显著 升 高 
ezrin Tyr477 磷 酸化 ,而 对 ezrin 和 蛋白 的 表达 以 及 其 Thr567 磷 酸化 无 明显 影响 ;Src 激 酶 特异 抑制 剂 SKI-606 显 车 抑制 proNGE 对 
ezrin Tyr477 磷酸 化 的 促进 作用 ; 转 染 pEnter-His-ezrinY477F 抑 制 proNGE 对 MDA-MB-231 细 胞 ezrin Tyr477 磷 酸化 和 侵袭 能 
力 的 促进 作用 (P<0.05)。 结 论 ezrin Tyr477 磷 酸化 在 proNGF 促 进 乳 腺 癌 细 胞 侵袭 中 起 关键 作用 ;proNGF 通 过 激活 Src 激 酶 使 
ezrin Tyr477 发 生 磷 酸化 。 

关键 词 :乳腺 癌 ; 神 经 生长 因子 前 体 ; 埃 兹 蛋白 ; 侵 秦 


Phosphorylation of ezrin Tyr477 is critical in invasion of breast cancer cells stimulated by 


precursor of nerve growth factor 


LI Fuxi', SHAO Wenfeng', TANG Rui’, YU Xiaoran', WEN Qiaosheng', YU Yanlin’, XIONG Jingbo’ 
"Department of Cell Biology, School of Basic Medical Sciences, Southern Medical University, Guangzhou 510515, China; *Laboratory of 
Cancer Biology and Genetics, National Cancer Institute, National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA 


Abstract: Objective To investigate the effect of precursor of nerve growth factor (proNGF) in promoting invasion of breast 
cancer cells and its relation with ezrin expression and phosphorylation of ezrin Thr567 and Tyr477. Methods Human breast 
cancer cell lines MDA-MB-231 and MCF-7 were stimulated by gradient concentrations of proNGF (0, 2.5, 5 and 10 ng/mL) for 
16 h, and the invasion of the cells was assessed with Transwell assay. The expression of ezrin and the phosphorylation of ezrin 
Thr567 and ezrin Tyr477 in the treated cells were examined by Western blotting. MDA-MB-231 cells were transfected with 
pEnter-His-ezrinY477F (a dominant negative mutant) to study the role of phosphrylation of ezrin Tyr477 in the invasion of 
breast cancer cell stimulated by proNGF. Results proNGF significantly promoted MDA-MB-231 and MCF-7 cell invasion in a 
concentration-dependent manner (P<0.05), and concentration- and time-dependently increased the phosphorylation of ezrin 
Tyr477 (P<0.05) without affecting the expression of ezrin or the phosphorylation of ezrin Thr567. The specific inhibitor of src, 
SKI-606, significantly inhibited the phosphorylation of ezrin Tyr477 induced by proNGF. Transfection with pEnter-His- 
ezrinY477F inhibited proNGF-induced invasion and phosphorylation of ezrin Tyr477 in MDA-MB-231 cells (P<0.05). 
Conclusion Phosphorylation of ezrin Tyr477 plays a critical role in the invasion of breast cancer cells stimulated by proNGF 
via proNGF/src/ezrin Tyr477 pathway. 

Key words: breast cancer; precursor of nerve growth factor; ezrin; invasion 
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{4 (precursor of nerve growth factor, proNGF) 促进 乳 
腺 细胞 的 上 皮 间 质 转化 及 侵 检 ,乳腺 浸润 性 导管 癌 和 
proNGF 的 表达 高 度 相关 ;相对 于 NGF,proNGF 只 需 极 
低 的 浓度 就 可 促进 乳腺 癌 细 胞 侵袭 ,提示 乳腺 癌 细 胞 通 
过 自分 泌 proNGF 促 进 乳腺 癌 转 移 的 可 能 性 更 大 ,因此 
人 研究 proNGF 促进 乳腺 瘤 转移 的 机 制 尤为 重要 。 
Demont 的 研究 表明 ,proNGF 促 进 乳 腺 癌 细 胞 侵 秦 与 
Sre 的 激活 相关 联 ,尽管 Src% 的 异常 激活 与 肿瘤 转移 有 
关 , 但 proNGF 促 进 乳腺 癌 转 移 是 否 依赖 于 Src 的 激活 ， 
以 及 Src 的 激活 的 是 何 种 下 游 分 子 却 有 待 进一步 曾 明 ， 
为 Strc 有 多 种 底 物 " ,参与 不 同 的 信号 途径 *”。 

埃 效 蛋白 (ezrin) 是 细胞 骨架 蛋白 ERM (ezrin- 
radixin-moesin) 家 族 中 的 一 员 ,相对 分 子 质量 为 69 000， 
通过 连接 细胞 膜 和 细胞 骨架 参与 许多 细胞 动力 学 过 程 ， 
如 丝 状 伪 足 的 形成 和 稳定 ` 细 胞 黏附 .迁移 等 "2 。 研 究 
表明 ,ezrin 表 达 升 高 与 乳腺 瘤 的 不 良 预后 有 关 " , 敲 低 


1.3 细胞 培养 

人 乳腺 癌 细 胞 株 MDA-MB-231 培养 于 含 10% 胎 
牛 血 清 的 L-15 培 养 基 中 ,人 乳腺 癌 细 胞 株 MCF-7 培 养 
于 含 10% 胎 牛 血 清 的 DMEM 培养 基 中 ,37 % ,5% CO: 
培养 箱 内 培养 ,常规 更 换 生 长 液 ,消化 传代 , 取 处 于 对 数 
生长 期 的 细胞 用 于 实验 。 
1.4 Transwell 小 室 检 测 细 胞 的 侵袭 能 

取 5 uL Matrigel 基 质 胶 溶 于 95 nL DMEM 基 础 培 
FE, IMA Bl Transwell 小室 (孔径 8 pm) 中 ,在 37 CHE 
箱 静 置 1 ,小 心 吸 除 小 室 中 未 凝 液体 备用 。 取 对 数 生 
长 期 细胞 ,消化 离心 ,用 无 血清 培养 基 稀 释 细 胞 至 3x 
10YmL, 每 个 小 室 中 加 入 300 上 细胞 悬 液 ,下 室 每 孔 加 入 
含 5% 胎 牛 血 清 的 培养 基 800 u ,按照 实验 目的 在 上 室 
中 加 入 一 定 浓度 的 proNGF, 培 养 16h 后 取出 小 室 ,用 棉 
签 擦 去 小 室 上 层 未 侵袭 的 细胞 ,4% 多 上 聚 甲醛 固定 15 min, 
0.1% 结 晶 紫 染色 30 min。 显 微 镜 下 拍摄 ,在 400x 视 时 


乳腺 癌 细 胞 ezrin 可 抑制 乳腺 癌 细 胞 的 侵 柳 能力。 不 
但 ezrin 表达 高 低 与 乳腺 瘤 转移 有 关 ,而 且 ,ezrin 
Thr567 的 磷酸 化 与 乳腺 交 转 移 有 关系 ,因为 ezrin 的 激 
活 有 赖 于 ezrin Thr567 BEM. ezrin ThrS67"" Fil 
ezrin Tyr477 “磷酸 化 与 肿瘤 转移 有 关 。Mak 等 的 研究 
表明 号 ,Src 是 磷酸 化 ezrin Tyr477 的 激酶 。 

由 于 proNGF 可 使 Src 激 活 ,而 Src 可 使 ezrin Tyr477 
磷酸 化 ,我 们 假设 proNGF 促 进 乳腺 癌 细 胞 的 侵 秦 的 机 
制 是 通过 其 激活 Src 而 使 ezrin Tyr477 磷酸 化 。 我 们 的 
研究 加 深 了 对 proNGF 促 进 乳腺 癌 转 移 机 制 的 了 解 。 


1 材料 和 方法 
1.1 细胞 株 

人 乳腺 癌 MDA-MB-231 细胞 株 购 自 中 科 院 上 海 
细胞 库 。 人 乳腺 癌 MCF-7 细 胞 株 购 自 美国 模式 培养 物 
保藏 所 (American Type Culture Collection ,美国 )。 
1.2 主要 试剂 

L15 DMEM 细胞 培养 液 及 胰 酶 购 自 Hyclone 公 司 
(美国 ); 胎 牛 血 清 购 自 Gibco 公 司 (美国 );proNGF 重 组 
蛋白 购 自 Alomone 公 司 (以 色 列 );SKI-606 购 自 Selleck 
ZS Fi] (S64) ; Transwell /|\48 Matrigel 3 he PVDF fit 
W A BDAE (RE); RHA pTrkA HLA TrkA SEG 
A pSre Sait Sre HLA ezrin HTA pezrin Thr567 
购 自 Cell Signaling Technology 公司 (美国 ); 免 抗 人 
pezrin Tyr477 购 自 Sigma 公 司 ( 美 国 ); 鼠 抗 人 B-actin、 
山羊 抗 锡 IgG .山羊 抗 鼠 IgG 购 自 武汉 博士 德 生物 工程 
有 限 公 司 (中 国 );Lipofectamine™3000 转 染 试剂 以 及 引 
物 合成 购 自 Invitrogen 公司 (美国 ) ; pEnter-His, 
pEnter-His-ezrin 质 粒 购 自 山东 维 真 生物 科技 有 限 公司 
(中 国 ); 基 因 定 点 突变 试剂 盒 购 自 旬 云天 公司 (中 国 )。 


下 取 上 、 下 \ 左 \ 右 .中 5 个 视野 拍摄 ,计数 。 侵 秦 增 长 率 

=( 实 验 组 细胞 数 -对 照 组 细胞 数 )/ 对 照 组 细胞 数 。 
1.5 免疫 印迹 实验 检测 蛋白 表达 

将 细胞 消化 后 接种 到 12 和 孔 板 ,1x10' 个 细胞 每 孔 。 
在 细胞 贴 壁 之 后 ,用 无 血清 培养 基 饥 饿 处 理 24 h, 再 加 
药 处 理 。 处 理 完毕 后 弃 上 清 , 用 预 冷 的 PBS 洗 涤 细 胞 2 
次 , 吸 净 液体 。 将 细胞 放置 在 冰 上 ,加 入 1 mL 预 伶 的 PBS， 
细胞 刮 万 刮 下 细胞 ,离心 收集 。 向 每 管 细胞 中 加 入 100 pL 
RIPA 裂 解 液 , 冰 上 裂解 30 min,12 000 g,4 %C 离 心 10 min, 
取 上 清 ,BCA 法 测定 总 蛋白 浓度 。 和 蛋白 样品 上 样 前 加 
人 上 样 缓冲 液 ,100 金属 浴 加 热 5 min,12 000 g 离 心 
3 min, 可 直接 用 于 和 蛋白 免疫 印迹 ,每 筷 上 样 等 量 总 蛋 
白 。SDS-PAGE 分 离 蛋 白 , 转 膜 至 PVDF 腊 ,5% 脱脂 牛 
奶 揪 床 上 室温 封闭 1 h, 加 入 相关 和 蛋白 的 一 抗 4 CHT 
过 夜 (一 抗 均 以 1:1000 比例 稀释 于 5%BSA 中 ); 二 抗 室 
温 孵 育 1 h( 羊 抗 鼠 、 羊 抗 免 二 抗 均 以 1:3000 比例 稀释 
FSSA YS) ECL 显影 。 
1.6 MEHR 

转 染 前 1 d,4x10' 细 胞 接种 于 24 孔 板 ,在 24p 内 细 
胞 汇合 达到 70%~90%。 分 别 将 1 ng 质粒 ,2 pL lipo3000 
和 2 uL p3000 溶 于 50 uL Optimem 无 血清 培养 基 中 , 混 
勺 室温 静 置 Smin, 再 将 质粒 和 1lipo3000.p3000 混 合 , 室 
温 下 静 置 20 min。 将 100 uL 混合 好 的 复合 物 加 到 培养 
板 中 ,来 回 轻柔 摇晃 细胞 培养 板 ,在 CO, 培 养 箱 中 37 C 
温 育 24~48 h 后 ,进行 转 染 后 的 后 续 实 验 。 
1.7 基因 定点 突变 

根据 基因 和 定点 突变 试剂 盒 上 说 明 ,设计 并 合成 引信 
ezrin Tyr477 突变 位 点 的 一 对 互补 PCR 引物 ,将 编码 野 
ÆR ezrin 第 477 位 酷 氨 酸 (ezrin Y477) 的 密码 子 TAC 
改 为 TTC, 使 ezrin 第 477 位 栈 氨 酸 转变 茶 丙 氨 酸 ,成 为 
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ezrin Y477F 突 变 体 , 使 连接 后 的 PCR 产物 成 为 ezrin 显 
性 负 罕 变质 粒 pEnter-His-ezrinY477F。 这 一 对 引物 的 
序列 为 :5-CCACCACCCCCCGTGTTCGAGCCGGT 
GAGCTAC-3'; 5-GTAGCTCACCGGCTCGAACACG 
GGGGGTGGTGG-3'。 黑 体 碱 基 为 引入 的 突变 ,使 
ezrin 第 477 位 栈 氨 酸 转 变 茶 丙 氨 酸 (ezrinY477F)。 以 
pEnter-His-ezrin 质粒 作为 模板 ,按照 说 明 书 加 入 上 述 引 
物 以 及 PCR 反应 试剂 ,PCR 反应 进行 基因 点 突变 。 反 
应 完成 后 加 入 Dpn 工 酶 消化 1 h, 降 解 掉 模 板 质粒 。Dpm I 
酶 消化 完毕 后 直接 取 10 眶 产物 加 入 到 100 L RZA 
细菌 中 转化 , 涂 布 在 卡 那 抗 性 平板 上 ,培养 过 夜 ,次 日 挑 
取 单 个 克隆 扩 增 鉴定 。 
1.8 统计 学 分 析 

实验 数据 均 以 均 数 + 标准 差 表 示 , 采 用 SPSS13.0 软 
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件 对 数据 进行 单 因素 方差 分 析 , 两 两 比较 用 SNK 法 。 
当 P<0.05 时 认为 差异 有 统计 学 意义 。 


2 结果 
2.1 proNGF 促 进 乳 腺 癌 细 胞 MDA-MB-231 和 MCF-7 
的 侵袭 能 力 


Transwell 侵袭 实验 显示 ,对 MDA-MB-231 细 胞 和 


MCF-7 细胞 分 别 用 2.5、5、10 ng/mL 这 3 个 浓度 的 
proNGF 处 理 16h 后 , 随 着 proNGF 浓 度 的 增加 ,MDA- 
MB-231 细胞 和 MCF-7 细胞 穿 过 基质 胶 的 数量 逐步 增 
加 ,说 明 两 种 乳腺 癌 细 胞 的 侵袭 能 力 随 着 proNGF 浓 度 
升 高 而 逐渐 增强 (图 1A)。 与 对 照 组 相对 比 , MDA- 
MB-231 细胞 在 10 ng/mL 的 proNGF 处 理 下 侵袭 增长 
率 为 686%( 图 1B),MCF-7 为 388.9%( 图 1C)。 


Control 2.5 ng/mL 


MDA-MB-231 


MCF-7 


MDA-MB-231 


—— 

I 

| 

Control 2.5 ng/mL 5 ng/mL 10 ng/mL 
proNGF 


图 1 proNGF 促 进 乳腺 癌 细 胞 系 MDA-MB-231 和 MCF-7 的 侵袭 


Invasion cells per field 


Control 2.5 ng/mL 5 ng/mL 10 ng/mL 


proNGF 


Fig.l proNGF promotes the invasion of breast cancer cell line MDA-MB-231 and MCF-7. A: Transwell assay (Original 
magnification: x400); B, C: Quantitative analysis of cell invasion. *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.005. 


2.2 proNGF 促 进 ezrin Tyr477 的 磷酸 化 

用 proNGF 处理 MDA-MB-231 细胞 60 min, 与 对 
照 组 相 比 ,5、10 ng/mL proNGF 处 理 MDA-MB-231 细 
胞 ,ezrin 的 表达 和 ezrin Thr567 位 点 的 磷酸 化 均 未 产生 
变化 ,而 ezrin Tyr477 位 点 的 磷酸 化 随 着 proNGEF 刺激 


显著 性 提高 ,并 且 具 有 浓度 依赖 效应 (图 2A)。 如 图 2B 所 
ZR ezrin Tyr477 位 点 的 磷酸 化 随 着 proNGF(10 ng/mL) 
处 理 时 间 增 长 而 递增 ,表现 出 时 间 依 赖 效应 。 

2.3 proNGF 通 过 激活 Src 激 酶 使 得 ezrin Tyr477 FEAL 


proNGF 促 进 乳 腺 癌 细 胞 转移 ,并 有 旦 和 Src 激 酶 激 
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A proNGF 
Control 5 ng/mL 10 ng/mL 


二 一 | 


phos-Ezrin Thr567 = — — 


Ezrin mi EE 


phos-Ezrin Tyr477 


B-actin mmm ss 


B proNGF 
Control 5 15 30 60 120 min 
phos-Ezrin Tyr477 — = ee 


Ezrin ss — = 


P-actin TTT En IE 


2 proNGF 4@i# MDA-MB-231 2H Afl ezrin Tyr477 
的 磷酸 化 

Fig.2 proNGF increases the phosphorylation of ezrin 
Tyr477 in MDA-MB-231 cells in a concentration- 
dependent (A) and time-dependent (B) manner. 


活 相 关联 中。 考虑 到 有 报道 ezrin Tyr477 位 点 磷酸 化 是 
由 Src 激酶 激活 所 致 ,我 们 研究 了 proNGF 促 进 ezrin 
Tyr477 的 磷酸 化 是 否 是 由 Src 激 酶 激活 引起 。 如 图 3A 
所 示 , 随 着 proNGF 人 处理 MDA-MB-231 细胞 时 间 的 延 
长 ,Src Tyr416 水 平 逐 渐 升 高 ,直至 120 min 处 于 最 高 ， 
表明 proNGF 人 处 理 激活 了 Src 激酶 。 当 用 Src 激 酶 特异 
抑制 剂 SKI-606 (10 nmoyL) 处 理 乳 腺 癌 细 胞 MDA- 
MB-231 后 (图 3B) ,不 仅 抑制 了 proNGEF 对 Src 激 酶 的 
激活 ,而 且 ezrin Tyr477 位 点 磷酸 化 也 相应 的 降低 。 
2.4 pEnter-His-ezrinY477F 显 性 负 突 变质 粒 抑 制 
proNGF 4249 phos-ezrin Tyr477 磷酸 化 和 乳腺 癌 细 胞 
侵袭 

用 基因 定点 突变 技术 ,将 pEnter-His-ezrin 质 粒 中 
ezrin 基因 477 位 点 的 酷 氨 酸 突变 成 茶 丙 氨 酸 ,从 而 使 
ezrin 失去 在 477 位 点 磷酸 化 的 能 力 。 这 种 pEnter-His- 
ezrin Y477F 质粒 对 野生 型 ezrin Tyr477 的 磷酸 化 起 抑 
制作 用 ,pEnter-His-ezrinY477F 是 显 性 负 突 变质 粒 。 
此 ,在 细胞 中 过 表达 pEnter-His-ezrinY477F, 可 以 人 研究 
ezrin Tyr477 的 磷酸 化 在 proNGF 促 进 乳 腺 癌 细 胞 侵袭 
中 的 作用 。 在 MDA-MB-231 细胞 中 ,瞬时 转 染 pEnter- 
His 空 质 粒 载 体 、pEnter-His-ezrin 质粒 、pEnter-His- 
ezrinY477F 质 粒 ,免疫 印迹 检测 ezrin phos-ezrin Tyr477 
水 平 。 转 染 了 pEnter-His-ezrin 质粒 和 pEnter-His- 
ezrinY477F 质 粒 的 细胞 ezrin 表 达 水 平 显 车 性 升 高 ,前 
者 phos-ezrin Tyr477 水 平 也 相应 地 升 高 ,而 后 者 phos- 
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图 3 proNGF 通 过 激活 乳腺 癌 细 胞 MDA-MB-231Src 
激酶 使 得 ezrin Tyr477 磷 酸化 

Fig.3 proNGF increases the phosphorylation of ezrin 
Tyr477 by activating Src in MDA-MB-231 cells. A: 
proNGF activates Src by increasing the 
phosphorylation of Src Tyr416 in a time-dependent 
manner; B: Src-specific inhibitor SKI-606 inhibits Src 
activation and the phosphorylation of ezrin Tyr477 
induced by proNGF. 


ezrin Tyr477 未 发 生 改 变 (图 4A)。 用 10 ng/mL proNGF 
处 理 转 染 了 pEnterHis 空 载体 质粒 和 pEnter-His- 
ezrinY477F 质粒 的 MDA-MB-231 细胞 ,再 在 体外 做 
Transwell 小 室 实 验 ,16h 后 检测 各 组 MDA-MB-231 细 
胞 的 侵 检 能 力 。 转 染 空 载体 的 一 组 ,proNGF 人 处 理 之 后 
MDA-MB-231 细 胞 侵 秦 数 提高 了 508%; 而 转 染 pEnter- 
His-ezrinY477F 质粒 的 一 组 ,proNGF 刺激 处 理 之 后 
MDA-MB-231 细胞 侵袭 数 只 提升 了 84%( 图 4B、C) 。 
说 明 ezrinY477F 突变 ,抑制 了 proNGF 促进 MDA- 
MB-231 细胞 侵袭 的 作用 , 即 ezrin Tyr477 的 磷酸 化 在 
proNGF 促 进 乳腺 癌 细 胞 侵袭 中 起 关键 作用 。 


3 讨论 

我 们 的 研究 表明 :ezrin Tyr477 的 磷酸 化 在 proNGF 
促进 乳腺 癌 细 胞 侵 穴 中 起 关键 作用 ,proNGF 促 进 乳 腺 
癌 细 胞 的 转移 依赖 于 ezrin Tyr477 的 磷酸 化 。 

乳腺 癌 细 胞 能 通过 自分 泌 NGF" 和 proNGFS 。 
NGE 能 抑制 乳 肿瘤 细胞 的 凋 亡 王 ,促进 乳腺 癌 细 胞 
增殖 ”, NGF 也 与 促进 乳腺 癌 转 移 有 关 ""”, 但 体外 实 
验 表明 ,proNGEF 促 进 乳 腺 癌 细 胞 的 侵袭 所 需 浓度 比 
proNGF 高 十 多 倍 , 乳 腺 瘤 细胞 对 proNGE 的 应 答 更 为 
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图 4 pEnter-His-ezrinY477F 显 性 负 突 变质 粒 抑制 proNGF 促 进 的 MDA-MB-231 乳 腺 癌 细 胞 ezrin Tyr477 AEA 

Fig.4 Dominent negative plasmid pEnter-His-ezrinY477F inhibits phosphorylation of ezrin Tyr477 and invasion induced by 
proNGF in MDA-MB-231 cells. A: pEnter-His-ezrinY477F inhibits phosphorylation of ezrin Tyr477 induced by proNGF in 
MDA-MB-231 cells; B Transwell assay (Original magnification: x 400), C: pEnter-His-ezrinY477F inhibited invasion of MDA- 


MB-231 cells induced by proNGF. *P<0.05, ***P<0.005. 


敏感 局 ,这 是 本 研究 选择 proNGE 而 没有 选择 NGF 作 为 
研究 对 象 的 原因 之 一 。NGF 和 proNGF 结 合 的 受 体 及 
信号 转 导 途 径 的 差异 ,可 能 是 其 促进 乳腺 癌 细 胞 侵 
袭 差异 性 的 基础 。NGF 通 过 结合 p75SNTR FU TrkA 
二 聚 体 受 体 ?激活 NF-K<B 和 MAPK 信 和 号 通路 , proNGF 
是 通过 和 异 二 上 聚 体 受 体 TrkA 和 sortlin 结 合 ,激活 下 游 
Src 激 酶 “小 。 本 研究 结果 也 显示 ,proNGF 也 可 激活 Src 
激酶 ,proNGF 能 大 幅 增 强 乳 腺 癌 细 胞 系 MDA-MB-231 
和 MCF-7 的 侵袭 能 力 , 且 其 对 MDA-MB-231 的 效应 要 
强 于 MCF-7。 

由 于 proNGF 促 进 乳腺 癌 侵 袭 过 程 中 激活 了 Src 激 
酶 9, 且 有 文献 报道 表明 ,ezrin Tyr477 位 点 的 磷酸 化 是 
由 Src 激 酶 的 激活 所 致 , 于 是 我 们 进一步 研究 proNGF 
促进 乳腺 癌 细 胞 的 侵 秦 是 否 与 ezrin Tyr477 的 磷酸 化 有 
关 。 实 验 结果 表明 ,proNGF 刺 激 的 乳腺 癌 细 胞 ,ezrin 
的 表达 和 ezrin Thr567 的 磷酸 化 均 没 发 生 改变 ,但 是 
ezrin Tyr477 的 磷酸 化 水 平 显著 升 高 , 且 这 种 磷酸 化 水 
平 的 升 高 是 由 Src 激 酶 的 激活 所 致 ,因为 Src 激 酶 特异 
性 抑制 剂 SKI-606 能 抑制 proNGF 对 癌 细 胞 Src 激 酶 的 
激活 ,同时 降低 ezrin Tyr477 磷 酸化 水 平 。 为 了 进一步 
人 研究 proNGF 促 进 乳 腺 癌 细 胞 侵袭 是 否 依 赖 于 ezrin 
Tyr477 的 磷酸 化 ,我 们 构建 了 显 性 负 突 变质 粒 
pEnter-His-ezrinY 477F $442 MDA-MB-23 1 细胞 ,实验 
结果 表明 , 显 性 负 突 变质 粒 抑 制 proNGF 对 乳腺 癌 细 胞 


侵袭 的 促进 作用 ,说 明 proNGEF 促 进 乳腺 癌 细 胞 侵袭 依 
赖 于 ezrin Tyr477 的 磷酸 化 ,ezrin Tyr477 的 磷酸 化 在 
proNGF 促 进 乳腺 瘤 细 胞 的 侵袭 中 起 关键 作用 。 值 得 进 
一 步 研 究 的 是 ,为 什么 ezrin Tyr477 磷酸 化 能 促进 侵袭 
乳腺 癌 细 胞 的 迁移 。 

综 上 所 述 ,ezrin Tyr477 磷酸 化 在 proNGF 促进 乳 
腺 癌 细 胞 侵袭 中 扮演 非常 关键 的 角色 ,这 提示 ezrin 是 
proNGF 促 进 乳 腺 癌 侵 穴 信 号 途径 中 重要 的 信号 分 子 ， 
抑制 ezrin Tyr477 磷 酸化 及 可 能 的 下 游 信号 分 子 , 可 能 
成 为 防治 疗 肿瘤 的 转移 的 新 策略 。 
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